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【背景と目的】
蛋白質分解酵素（フ。ロテアーゼ）は蛋白質を加水分解して小さなペプチド鎖を生じる酵素
で、生物には欠くことのできないものである。産業への応用も古くからなされ、チーズなど
食品の加工、洗剤の洗浄力向上、絹などの衣料品の加工に利用されている。最近では、大豆
などの蛋白質からプロテアーゼの作用によって生じるペプチド中に、鎮痛作用や血圧上昇抑
制作用などの生理活性をもつものが見つかり、医薬品や機能性食品としての応用が期待され
ている。
プロテアーゼには基質特異性があり、同一の蛋白質からでも異種のプロテアーゼによって
生じるペプチドは異なる。このため、作用させるプロテアーゼによっては、異なる生理作用
をもったペプチドを生成させることが可能になり、基質特異性などの性質が異なるプロテア
ーゼを見つけることは、機能性食品への応用という観点から興味深い。
本研究の目的はプロテアーゼの1種であるセリンプロテアーゼに対して特異的、選択的に
結合して失活させるホスホン酸型阻害剤を用いて、セリンプロテアーゼを簡便に単離精製で
きる分離システムを開発し、天然から新規のセリンプロテアーゼ、を見つけ出し、その医薬品
工業や食品工業への利用に道を拓くことである。
セリンプロテアーゼの探索や分離に用いるのは、 α－アミノアルキルホスホン酸ジフェニル
エステル誘導体で、これは20種のアミノ酸に対応した阻害剤として合成できる。したがって、
あらゆる基質特異性を持ったセリンプロテアーゼに対して、選択的な検出と分離（選男！J)が可
能になる。本フ。ロジェクトでは様々な基質特異性を持つセリンプロテアーゼの単離精製に利用
するツールとして、ホスホン酸型阻害剤を担持したポリマーを合成する。これを利用して、天
然試料から簡便に標的セリンプロテアーゼを取り出すことができる分離システムを開発する。
今年度は、開発したホスホン酸型阻害剤を温度応答性ポリマーに導入して調製した限害剤担持
ポリマーを用いて、セリンプロテアーゼを簡便に単離精製するフ。ロトコールを確立し、これを
実際の天然試料へ応用して新規セリンプロテアーゼの単離精製を試みた。
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【研究成果］
工学部・助教授阻害剤担持ポリマーの設計と合成、機能評価
工学部・助教授 ポリマーの構造解析、機能評価
本プロジェクト 3年目（18年度）では、キモトリプシン様セリンプロテアーゼを標的とし
たホスホン酸阻害剤（Pheタイプ）を用いて、温度応答性ポリマーとして広く利用されてい
るイソプロピルアクリルアミドをベースにした阻害剤担持ポリマーの合成を行い、セリンプ
ロテアーゼの単離精製プロトコールの確立を目指した。
阻害剤担持ポリマーの合成で、は、まず Pheタイプのホスホン酸阻害剤を合成し、これにス
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ペーサーを導入後、メタクリル酸と縮合して阻害剤モノ
マーを調製した。代表的な阻害剤担持ポリマーの構造を
図1に示す。この阻害剤担持ポリマーは水溶性で、あるが、
3 2°Cより高温領域で、は水中で相分離を起こして沈殿が
生じ、阻害剤担持ポリマーの温度応答性を利用して、セ
リンプロテアーゼの分離ができることが明らかになった。
調製した阻害剤担持ポリマーを用いたセリンプロテア
ーゼ分離のプロトコールを確立するため、市販のキモト
リプシンとトリプシンの混合溶液を準備し、これからキ
モトリプシンを選択的に分離する操作を検討した。その
結果、図 2に示すような操作で、簡便にキモトリプシン
を分離することができ、阻害剤担持ポリマーの有用性が
示唆された。
天然の生物試料に対して、調製した阻害剤担持ポリマ
ーを、確立したプロトコールにしたがって用いたところ、
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ある種のセリンプロテアーゼと思われる活性を保った蛋白質画分が得られた。ゲ、ノレ電気泳動
では2本のバンドまで精製され、阻害剤担持ポリマーを作用させる前の未精製試料と比べる
と、かなり単離精製されていることがわかった。
今後、阻害剤担持ポリマーを利用して、いろいろな生物試料からセリンプロテアーゼを単
離精製することが可能になり、新規なセリンプロテアーゼ、が簡便に見つかる可能性が高い。
今後は単離精製されたセリンプロテアーゼの性質を検討していく予定であり、産業応用に結
びつけば、単離された酵素の特許化が期待できる。
｛利用施設】該当する装置等なし。
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図2.セリンプロテアーゼ単離精製のプロトコール
